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研究成果の概要（和文）：難治性の肺動脈性肺高血圧症(PAH)の予後は不良であり、新たな機序による治療法が
求められている。本研究ではPAHの病態形成における、CD271遺伝子の役割を示し、CD271陽性細胞投与が肺細動
脈血管リモデリングに及ぼす影響を明らかにする。
低酸素誘発性肺高血圧モデルマウスで、室内気群と比較し、低酸素暴露群で血液中のCD271細胞数は上昇してい
た。CD271遺伝子欠損マウスでは、低酸素誘発性肺高血圧病態形成が促進された。網羅的遺伝子発現解析から、
血管内皮保護因子proteinXが上昇していた。これらの成果よりCD271陽性細胞は肺高血圧抑制作用を持つ可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Refractory pulmonary arterial hypertension (PAH) has a poor prognosis, and 
new mechanisms of treatment are needed. In this study, we demonstrated the role of the CD271 gene in
 the pathogenesis of PAH and determine the effect of CD271-positive cell administration on pulmonary
 microvascular remodeling. In a mouse model of hypoxia-induced pulmonary hypertension, the number of
 CD271 cells in the blood was elevated in the hypoxia-exposed group compared to the room-air group. 
CD271 gene-deficient mice exhibited accelerated hypoxia-induced pulmonary hypertension pathogenesis.
 RNA sequence analysis of CD271-positive cells revealed that the vascular endothelial protective 
factor proteinX was elevated in CD271-positive cells. These results suggest that CD271-positive 
cells may have an inhibitory effect on pulmonary hypertension.

研究分野：循環器内科学

キーワード： 肺高血圧　CD271　血管リモデリング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりCD271陽性細胞が、血管リモデリングを制御し肺高血圧症の病態形成に関与していることが明らか
となった。これらの結果からCD271陽性細胞投与による新規の治療戦略を構築できるのみならずCD271が肺血管リ
モデリングを反映した、肺高血圧症の発症を早期に診断可能な臨床マーカーの開発も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
肺動脈性肺高血圧症(PAH)を含む肺高血圧症は、極めて予後不良とされていたが、近年多く
の肺血管拡張薬の登場によりその 5年生存率は約 60％と改善傾向にある。また治療法の向
上や診断技術の進歩によって、患者数は最近 10年で約 10倍と増加している。PAHの病態
形成には低酸素や肺細動脈の血管内皮障害による慢性血管攣縮と、肺血管リモデリング（血
管平滑筋および内皮細胞の異常増殖による中膜・内膜肥厚、血管外膜への炎症細胞浸潤）が
重要である。既存の肺血管拡張薬によって制御できない難治性 PAHの予後は依然として不
良であるため、新たな機序による治療法が求められている。そのひとつに幹細胞移植療法が
期待されている。 
 皮下脂肪組織の間質には骨髄の 100 倍以上の間葉系幹細胞が含まれ、脂肪組織由来再生
細胞(ADRC)と呼ばれている。採取が容易で培養することなく十分な再生細胞を調整でき、
その臨床応用が注目されている。また、幹細胞特性や病態モデル動物での検討で、ADRCの
幹細胞としての有効性も示されてきた。ADRC の細胞特性を検討していく中で、ADRC 中
に抗炎症作用が強く、虚血組織での血管新生を促進する細胞群（CD271 陽性細胞）が存在
し、治療効果に大きく影響することが明らかになった。PAHの病態形成における、CD271
遺伝子の役割は十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
CD271遺伝子の PAH病態形成への関与を示し、CD271陽性細胞による血管再生が肺高血
圧症への新たな治療介入の可能性を明らかにすることを目的とする。 
PAH の病態形成における、CD271 遺伝子の役割を示し、CD271 陽性細胞投与が肺細動脈
血管リモデリングに及ぼす影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
3.1_動物 
CD271 遺伝子欠失（CD27-1KO）マウスは、Jackson Laboratory（Bar Harbor, ME, USA）か
ら入手した。成体 8 週齢の CD27-1KO マウス（n＝12）と同腹の野生型(WT)マウス（n＝12）
10％酸素（低酸素条件）または室内空気（正常酸素条件）に 3 週間暴露した（CD27-1KO 正
常酸素、n＝6；CD27-1KO 低酸素、n＝6；WT 正常酸素、n＝6；WT 低酸素、n＝6）。 
3 週間後、マウスをイソフルランで麻酔し、右心房収縮期圧と右心室収縮期圧（それぞれ RAP
と RVSP）を評価するために右カテーテル留置を行った。フローサイトメトリー（FCM）解析
のために血液サンプルを採取した。 
3.2_骨髄（BM）移植 
BM 細胞は、ドナーとなった WT、緑色蛍光タンパク質（GFP）トランスジェニック（GFP-Tg）、
CD27-1KO マウスの大腿骨と脛骨から 8週から 12週の間に採取した。レシピエントマウスに
は合計 9.6Gy の放射線を照射した。その後、照射したマウスに 24時間後に BM を移植し、移
植由来の末梢血で完全に置換できるように 4 週間室温で飼育した（正常酸素条件下で GFP-
Tg BM を移植した WT、n=6；低酸素条件下で GFP-Tg BM を移植した WT、n=6；低酸素条件下
で CD27-1KO BM を移植した WT、n=6；低酸素条件下で WT BM を移植した CD27-1KO、n=6）。 
3.3_血行動態測定 
イソフルラン麻酔（導入 4％、維持 1％混合室内空気）後、右頸静脈を露出させ、SPR-671 圧
力変換器カテーテル（Micro-Tip 1.4F、Millar Instruments）を小切開で頸静脈に挿入し、
右心室に通した。データ収集は Powerlab データシステム（AD Instruments, Sydney, 
Australia）を用いて行った。FCM 分析用に血液サンプルを採取した。PBS で十分に還流した
後、肺を摘出し、ホルマリンで固定し、凍結保存した。心臓も摘出し、心房を除去し、RV壁
を LV および中隔から分離した。各心室の重量を測定した。RV 肥大は Fulton の比/指標
[RV/(LV + S)]によって決定した。 
3.4_フローサイトメトリー 
0.5mL の血液サンプルをヘパリンチューブに採取し、Ficoll-PaqueTM （Miltenyi Biotec, 
Tokyo, Japan）を用いて PBMC を単離した。肺断片は、リベラーゼ（40μg/mL、Roche, Mannheim, 
Germany）を含むダルベッコ変法イーグル培地中で、gentleMACS dissociator（Miltenyi 
Biote, Tokyo, Japan）を用いて消化した。細胞を 100μmのセルストレーナーで濾過し、
MACS バッファー（PBS、0.5％ウシ血清アルブミン（BSA）、2mmol/L のエチレンジアミン四酢
酸、脱気）で 2回洗浄した。その後、溶解バッファー（1×）（BD Biosciences, San Jose, 
CA, USA）を用いて細胞を固定し、暗所で 10分間インキュベートした。細胞を 400×g、5分
間、4℃で遠心し、MACS 緩衝液で洗浄した。再遠心後、細胞を MACS バッファーで再懸濁し、
各蛍光活性化セルソーティングチューブに 100μL ずつ加えた。その後、細胞を 5μL のマ
ウス BD Fc ブロック（精製ラット抗マウス CD16/CD32、BD Bioscience 社、米国）中で、暗
所、4℃で 10 分間インキュベートした。イムノフェノタイピングは、フルオロクロム標識モ
ノクローナル抗体 LCD271-APC（ヒトおよびマウス 130-116-497、BD Bioscience）を用いて、



暗所、4℃で 15 分間染色することにより行った。サンプルに MACS 緩衝液（1000μL）を加
え、400×g、5 分間、4℃で遠心した。サンプルを 150μL の MACS バッファーに再懸濁し、
FCM 分析を行った。未処理の細胞は、蛍光色素の重なりを補正するためにネガティブコント
ロールとした。フルオロクロム標識モノクローナル抗体で標識した細胞の蛍光強度は、
Accuri C6 フローサイトメーター（BD Bioscience）を用いて調べた。FCM 解析は FlowJo 
software version 10（BD Bioscience）を用いて行った。 
 
４．研究成果 
4.1＿低酸素誘発性モデルの検討 
８週齢の C57BL/6 (WT)マウスを 10%低酸素下で飼育し肺高血圧症モデルを作成した。６週
間後に心拍数に留意しイソフルラン吸入麻酔下に、心臓超音波検査ならびに右心カテーテ
ル検査（右室収縮期圧を測定）後、心尖部よりヘ
パリン採血を施行し、flow cytometry にて血液
中 CD271 細胞数を解析した。 
血中の CD271 陽性細胞は、マウス末梢血単核球
（PBMNCs）中に検出可能な範囲で存在した。末梢
血単核球中の CD271 陽性細胞数は、正常酸素条件
下での WTマウスに比べ、低酸素条件下での WT マ
ウスで増加した（図 1）。CD271 の遺伝子発現は、
低酸素条件下では正常酸素条件下と比較して肺
で有意に増加した（図 2）。 
肺組織における CD271 陽性細胞の局在を評価するため
に、低酸素条件下で WT の免疫組織学的検査を行った。
CD271 陽性細胞は肺胞組織で検出されたが、血管平滑
筋細胞では検出されなかった。この結果は CD271 陽性
細胞が肺高血圧症の病態形成に関与する可能性を示
唆するものと考えられた。肺高血圧症の病態形成に関
与する可能性を検討するため、CD271 遺伝子欠損マウ
スに肺高血圧症モデルを作製し、検討を進めた。 
4.2＿低酸素誘発性肺高血圧における CD271 遺伝子欠損の影
響 
WT マウスと CD27-1KO マウスにおいて、RAP や RVSP などの血
行動態パラメータを評価するため、右心カテーテル検査を行
い、正常酸素下と低酸素下で測定した。正常酸素条件下では、
RAP および RVSP において CD27-1KO マウスと WT マウスの間
に差はなかった。低酸素状態では、WT マウスでは RVSP が約
50％増加した。興味深いことに、低酸素による RAP と RVSP の
上昇は、WT マウスに比べて CD27-1KO マウスでは有意に上昇
した（図 3）。さらに、低酸素による RV重量の増加は、WTマ
ウスに比べて CD27-1KO マウスで有意に増強された 
PAH で観察される肺動脈リモデリングを評価するために、
免疫組織化学的分析を行った。正常酸素条件下では、肺動脈
の形態は CD27-1KO マウスと WT マウスで類似していた（図
4）。3 週間の低酸素負荷後、CD27-1KO マウスは WT マウスと
比較して肺小動脈内の内膜増殖がみられた。低酸素による肺
小動脈周囲の線維化の増加は、CD27-1KO マウスでは WT マウ
スに比べて有意に亢進していた 
CD271 遺伝子欠損マウスでは、WTと比較して、低酸素暴露に
よる右室収縮期圧の上昇を認めた。CD271 遺伝子が肺高血圧
症発症に保護的に作用している可能性が示唆された。 
4.3＿低酸素誘発性肺高血圧における BM特異的な CD271 遺伝子欠損の影響 
BM 由来細胞の肺への集積を確認するため、野生型マウスに致死的放射
線を照射し、緑色蛍光タンパク質（GFP）トランスジェニックマウスの
BM 細胞を移植し、低酸素条件下で飼育した。3週間の低酸素曝露後、
FCM 分析により、CD271 陽性細胞の頻度が対照条件と比較して低酸素
曝露により有意に増加したことが明らかになった（図 5）。さらに、免
疫組織化学的解析から、肺における CD271 陽性細胞および GFP 陽性細
胞の頻度が、対照条件下と比較して低酸素条件下で増加していること
が明らかになった。BM 由来の CD271 陽性細胞が PH の発症に関与して
いるかどうかを調べるため、野生型マウスに致死的放射線を照射し、
CD27-1KO マウスの BM 細胞を移植した。3 週間の低酸素負荷後、BM 特



異的 CD27-1KO マウスでは、低酸素条件下で RAP と RVSP
が WT マウスに比べて有意に増加した。一方、WT マウス
の BM細胞を移植した CD27-1KO マウスでは、CD27-1KO マ
ウスに比べて RAP と RVSP が有意に減少した（図 6）。 
 低酸素条件下でのWTおよびCD27-1KOマウスの肺組織
における肺動脈リモデリングにつながる生物学的マー
カーの変化を評価するために、qPCR を行った。BMPR2 の
mRNA発現は、低酸素条件下ではWTマウスに比べてCD27-
1KO マウスの肺組織で有意に減少した。一方、Tgfb1、Il-
6 および Tnf の mRNA 発現レベルは、低酸素条件下で WT
マウスと比較して CD27-1KO マウスの肺組織で有意に増
加した（図 7）。 
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